















マウス骨髄マクロファージにおける Latex beads の  
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 骨髄細胞由来 Mφ（BMDM）を、リポ多糖（LPS）存在下で 1,000, 100 および
20 nm 径の LxB で刺激したところ、20 nm LxB のみが細胞質内に大きな空砲を形成
した。また、20 および 1,000 nm LxB は炎症性サイトカイン IL-1βの産生に働いた
が、100 nm LxB ではこの現象はみとめられなかった。上記の IL-1β産生は共に
NLRP3（NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3）欠損の BMDM では消
失した。20 nm LxB はライソソームからのカテプシン B の漏出を惹起し、これによ
る IL-1βの産生は当該阻害剤および遺伝子の欠損にて抑制された。また、1,000 nm 
LxB は ROS（Reactive oxygen species）の産生を生じ、その産生源と思われる傷害を
受けたミトコンドリアの蓄積が検出された。さらに 1,000 nm LxB による IL-1βの産
生は ROS 産生阻害剤およびスカベンジャーによって抑制された。 

























いては依然不明な点が多いが、その経路に細胞質内 PRRs（Pattern Recognition 
Receptors）の一つである NLRs（NOD-like-receptors）ファミリーが必要であること
が、特にマクロファージ（Mφ）や樹状細胞において明らかになってきた[13,14]。
この NLRs のなかでも、NLRP3（NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3）
が、細菌由来の毒素[11]、細菌の菌体抗原 [15]、DAMPs（Damage-associated molecular 






	 	 この NLRP3 は活性化とともに、アダプタータンパク質である ASC
（Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD）を介して、プロカスパ




方で、別の PRRs、例えば TLR4（Toll-like receptor 4）等のシグナルによって産生さ
れる IL-1β前駆体（pro-IL-1β）は不活性であるが、上記カスパーゼ－1 により活性




②	 傷害を受けた細胞が放出する ATP による当該レセプターP2X7R 活性化または
細菌由来のポアトキシンによる細胞内のＫ＋イオンの流出 [11,29,30] 
③	 ファゴソーム依存的な ROS（reactive-oxygen-species）[15]、または傷害を受け














	 	 本研究では、LPS 存在下でマウス骨髄より誘導した Mφ（BMDM）を 1,000 nm、
100 nm および 20 nm 径の LxB で刺激し、細胞の形態変化および IL-1βの産生を検
討すると共に、各種阻害剤および遺伝子欠損（KO）マウスを用いてIL-1β産生経路
の同定を行った。その結果、1,000 と 20 nm LxB が IL-1β産生を誘導したが、20 nm
径の LxB のみが細胞内に大きな空胞（vacuole）を形成することから、両者に細胞
内経路の違いが示唆された。両 LxB は共に NLRP3 欠損 BMDM では IL-1β産生を誘
導しなかったが、20 nm LxB のみがライソソームの崩壊を引き起こし、システイン
プロテアーゼであるカテプシン B の細胞質内漏出をもたらした。さらに 20 nm LxB
による IL-1βの産生はカテプシン B 依存的であることが阻害剤および KO マウスを
用いて確認された。一方で、1,000 nm LxB の場合は、ROS の産生と ROS 産生源と
思われる傷害を受けたミトコンドリアの蓄積を認めた。さらに、当該 IL-1βの産生
は ROS 産生阻害剤およびスカベンジャーにより阻害された。以上の結果より、
NLRP3 を活性化する ROS 依存的な経路およびライソソームの崩壊・カテプシン B
に依存的な経路が、それぞれ独立した経路として働き得ることが明らかになった。






BALB/c および C57BL/6 マウスは、日本 SLC（Hamamatsu, Shizuoka, Japan）か
ら購入した。 LC3-GFP ノックインマウス [34]、パーキン KO [35]、TBP2 KO [36] お
よび NLRP3 KO [11]マウスはそれぞれ東京医科歯科大学（現東京大学）医学研究科
の水島昇先生、京都大学医学研究科の高橋良祐先生、同ウイルス研究所の淀井淳司
先生および Genentech 社 Dixit V.M.博士から供与を受けた。また、P2X7KO ならび








BMDM は溶血処理後の骨髄細胞（1.0 x 105/ml）を牛胎児血清 10％、L929 線維
芽細胞培養上清 15％、2-メルカプトエタノール 50 µM､ストレプトマイシン 100 
µg/ml、ペニシリン 100 U/ml 含有の RPMI1640 培地にて径 10 cm のペトリディシュ
で 5 - 6 日培養して誘導し、使用するまで-80°C で凍結保存した。使用に際しては、
それを解凍し、上記培地で２日間培養し、5 mM エチレンジアミン４酢酸 (Ethylene 
diamine tetraacetic acid)-リン酸緩衝液 (phosphate-buffered saline, PBS)を用いて回収
したものを以後の実験に用いた。 
 
BMDM の刺激  
一部のサイトカイン産生実験では、96 穴平底培養プレートに BMDM を 3 x 104 
cells/100 µl/well 、もしくは 24 穴平底培養プレートでは 2.0ｘ105cells/1ml/well にし
て静置培養した。または、3 x 104 cells/100 µl/tubeで 1.5 ml のマイクロチューブに
分注し、RT-5 (TAITEC, Saitama, Japan)にて 1 rpm（ローター半径 9.5 cm）となるよ
うに設定し、回転撹拌状態で培養した。通常は、静置培養においては蛍光あるいは
非蛍光の carboxyl-LxB（Invitrogen, Carlsbad, CA）を 0.02% (v/v)の濃度で、撹拌培養
では 1,000 nm の LxB は 0.06%、100 nm と 20 nm LxB は 0.02%の濃度で加え、さら
に 10 ng/ml の ultra pure LPS（Invivogen, San Diego, CA）を加えて、それぞれ 24 時
 7 
間と 9 時間刺激した。KCl (75 mM)または NaCl (75 mM)を用いた実験では、それぞ
れを加えた培養液にて 3 時間前処理した後、 LPS および LxB で 9 時間刺激した。
その後、培養上清中の IL-1βを測定した。阻害剤を用いた実験では、アクチンの重
合阻害剤であるサイトカラシン D (Sigma-Aldrich, Irvine, CA)、ATPase であるアピラ
ーゼ（Sigma-Aldrich Irvine, CA）, ROS-scavenger である N-アセチル-L-システイン
（NAC）そしてカテプシン B の阻害剤である CA-074-Me（Calbiochem, Darmstadt, 
Germany）を細胞に LxB と LPS 刺激を加える 1 時間前に添加した。ATP で刺激す
る場合は、あらかじめBMDM を 6時間LPS で刺激し、1 mMのATP（Sigma-Aldrich）
を加えた後、さらに 3 時間培養した。 
 
BMDM に接着もしくは取り込まれた LxB の個数、表面積および体積の測定  
BMDM を 0.02%の蛍光 LxB および LPS 10 ng/ml とともに 24 穴平底培養プレー
トにて培養し、24 時間後、氷上にて PBS で洗浄し、SDS 1%含有 PBS を用いて細
胞を溶解した。細胞溶解液の蛍光強度を Spectra Max Gemini プレートリーダー







B122; BD Biosciences, San Diego, CA）およびウサギのビオチン結合抗マウス IL-1β
抗体（e-Bioscience, San Diego, CA）抗体を用いた ELISA により測定した。発色には
ストレプトアビジン結合アルカリフォスファターゼ（Jackson Laboratory, Bar Harbor, 
MA）および基質パラニトロフェニルリン酸塩（Sigma-Aldrich）を用い、プレート
リーダーにて 405 nm の波長を測定し、Recombinant mouse IL-1β（BD Biosciences）
を対照として定量を行った。TNF-αは Cytometric Bead Array（CBA）mouse 
inflammation kit（BD Biosciences）を用いて測定した。 
Western bolt による IL-1βプロセッシングは以下のように行った。BMDM を 9 時
間 LxB と LPS 存在下で撹拌培養した後、培養上清および細胞をそれぞれ回収した。
細胞はTris-HCl緩衝液	 pH7.2に懸濁し、SDSサンプルバッファーを用いて溶解液
を調製した。上清には等量の 2 倍濃度のサンプルバッファーを加えた。これらを、
12.5%ポリアクリルアミドゲルを用いて 200 V 定電圧の条件で電気泳動し、続い
てタンパク質をポリフッ化ビニリデン膜に転写した。次に、ヤギの抗マウス IL-1β
 8 
ポリクローナル抗体（R&D Systems, Minneapolis, MN）、ウサギの抗マウスカスパ
ーゼ－1 p10 ポリクローナル抗体（Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA）、HRP
結合抗ヤギおよび HRP 抗ウサギ抗体を用いてウェスタンブロット解析を行った。 
 
顕微鏡観察  
	 	 ポリ-L-リジンコートしたカバースリップ上で BMDM を 12 時間培養して接着
させた後、細胞を 10 ng/ml の LPS と 0.02% の蛍光 LxB で刺激した。24 時間後、
BMDM を 1％ホルマリンで固定し、位相差顕微鏡で観察した。核を染色する場合
は、0.01％サポニンで透過処理を行った後、1 µM の DAPI (Wako Pure Chemical, 
Osaka, Japan)で処理した。 
	 	 Lamp-1 と LC3 の局在を検討する場合には、LC3-GFP ノックインマウスより調
製した BMDM を LPS 存在下で LxB にて 15〜18 時間刺激し、1％ホルマリンで細
胞を固定した後に 0.01％サポニンで透過処理を行った。細胞をラット抗マウス
CD107a/Lamp-1 (1D4B) モノクローナル抗体とラットのビオチン結合抗ラット IgG
とアビジン-Cy3 を用いて、GFP をウサギ抗 GFP モノクローナル抗体  (Life 
Technology, Grand Island, NY)とヤギ FITC 標識抗ウサギ IgG ポリクローナル抗体を
用いて免疫染色し、1% プロピルガレート（Wako Pure Chemicals, Osaka, Japan）を
含むグリセリン-PBS (1:1)で封入した後に、蛍光顕微鏡 BX51-FL（Olympus, Tokyo, 
Japan）で観察した。 
	 	 透過型電子顕微鏡（TEM）で観察する場合は、細胞を 2.5%グルタールアルデ





	 撹拌培養で LxB および LPS 刺激した BMDM を、氷上でハンクス緩衝液 (Hanks’ 
Balanced Salt Solutions，HBSS)中で FITC 標識アネキシン V とヨウ化プロピオン酸
（PI）で染色した。20 分後遠心して、HBSS で一回洗浄、HBSS に懸濁した後、フ








それぞれアクリジンオレンジ（Acridine orange: AO）およびカテプシン B に対する
蛍光基質であるマジックレッド（Immunochemistry Technologies, Bloomington, MN）
を用いて検出した。ガラス底培養器上で BMDM を予め 12 時間培養した後、LPS
および LxB で 18 時間刺激した。最後の 20 分間に AO およびマジックレッド溶液
を加え、直ちに BZ-8000 Biozero imaging device（Keyence, Osaka, Japan）で観察した。 
 
有意差検定  
有意差検定は two-tailed	 unpaired	 Student	 t-test または Tukey の多重比較検定を




LxB 刺激による  BMDM の細胞内構造の変化  
BMDM を LPS 10 ng/ml 存在下において 1,000、100 および 20 nm の LxB で 24 時
間刺激し、蛍光顕微鏡（図 2A）および透過型電子顕微鏡（図２B）で観察したと
ころ、どのサイズのLxBも効果的に細胞内に取り込まれていることが確認された。
また、20 nm LxB で刺激した BMDM には、細胞内に大きな空胞の形成が認められ
た（図 2、右端）。しかしながら 20 nm LxB はそれら空胞内には認められず、主に
細胞質に存在していた。 
次に、1,000 および 20 nm LxB を加えた BMDM をライソソームマーカーである
Lamp-1 で、オートファゴソームマーカーの LC3 を融合タンパク質である GFP に対
する抗体で免疫染色した結果、20 nm LxB の場合に Lamp-1 および LC3 が大きな空
胞周囲に共局在していた（図 3）。したがって、20 nm LxB の場合は細胞内で大規模
なオートファジーが起こり、リソソームと融合することで大きな空胞が形成された
ものと予想される。 
一方、1,000 nm LxB の場合には、若干の LC3-GFP+のシグナル検出するにとどま
った。さらに、100 個の細胞につき細胞あたりの LC3-GFP+シグナルの個数を測定
したところ、20 nm および 1,000 nm LxB 間で有意な差を認めた（図 4）。 
 
サイズの異なる LxB による IL-1β産生誘導  
次に、LPS および LxB で刺激した BMDM の IL-1β産生能について調べた。1,000、
100 および 20 nm の LxB で刺激したところ、1,000 ならびに 20 nm LxB で刺激した





ンブロット解析により検討した。その結果、1,000 および 20 nm LxB で刺激した
BMDM では、カスパーゼ-1 前駆体（pro-caspase-1）の活性型カスパーゼ－1（caspase-1）
へのプロセッシングが確認された（図 5B）。これに一致して、1,000 および 20 nm LxB
では同時に IL-1β前駆体（pro-IL-1β）の活性型IL-1βへのプロセッシングと細胞外へ
の分泌が確認された。LPS による IL-1β前駆体の発現は LxB によって影響を受けな
かった。さらに、LPS 存在下にて LxB で刺激した BMDM の培養上清中の TNF-α 





図 2．BMDM による LxB の取り込みと形態変化
A. カバースリップ上で培養した BMDM（BALB/c）に 1,000、100 および 20 nm の蛍光









図 3．LxB で刺激した BMDM の LC3 および Lamp-1 の局在
LC3-GFP トランスジェニック BMDM をカバースリップ上で 12 時間前培養し、LPS およ
び LxB で刺激した。18 時間後、1％ホルマリンで固定し、0.01％サポニンで透過処理を行っ
た。anti-CD107a/Lamp-1 + ビオチン結合 anti-rat IgG + アビジン -Cy3、続いて anti-GFP + 
FITC 標識の anti-rabbit IgG を用いて染色した後、1% プロピルガレートを含むグリセリン





























図 4．LxB で刺激した BMDM における LC3-GFP+ シグナルの形成
LC3-GFP トランスジェニック BMDM をカバースリップ上で 12 時間前培養し、LPS お
よび LxB で刺激した。18 時間後、1％グルタルアルデヒドで固定し、1% プロピルガレー
ト を含むグリセリン -PBS (1:1) で封入して、 蛍光顕微鏡観察した。（左図）LC3-GFP の






































Dose of LxB (%)
図 5．LxB 刺激した BMDM の IL-1β産生とカスパーゼ -1 のプロセッシング
A. BMDM （BALB/c）を LPS 存在下で様々な濃度の LxB とともに 24 時間培養し、培養上清
中の IL-1βを測定した。
B. BMDM を LPS および LxB で 9 時間刺激した後、細胞内の pro-caspase-1、caspase-1 p10、











LxB による IL-1β産生には、LxB の細胞内への取り込みが必要であることを確認 
するため、エンドサイトーシス/ファゴサイトーシス阻害剤のサイトカラシン D の
作用を調べたところ、1,000 および 20 nm LxB による IL-1β産生が殆ど認められな
くなった（図 7B）。したがって、100 nm LxB は細胞内に細胞内に取り込まれるに
もかかわらず、活性型カスパーゼ-1 を誘導できないと考えられる。 
 
LxB の NLRP3 インフラマソーム依存的な BMDM の IL-1β産生誘導  
上記の 20 nm と 1,000 nm LxB による IL-1β産生誘導の経路に違いがあるかを検
討する為に、先ず NLRP3 インフラマソームの関与を検討した。NLRP3 KO マウス
から作成した BMDM を LPS および LxB で刺激したところ、1,000 および 20 nm LxB
は共に IL-1βの産生を誘導できなかった（図 8A）。ところが LPS によって誘導され
る TNF-αの産生に対しては影響を及ぼさなかった。したがって、TLR4 を介する
LPS からの NF-κB の活性化は LxB 刺激の影響を受けていないと考えられた。よっ
て、LxB による IL-1β産生は NLRP3 に依存することが明らかである。また，多く
の NLRP3 インフラマソームの刺激因子による IL-1βの産生は、細胞外への K+流出
阻害の影響をうけることが知られている。そこで細胞外の K+濃度を高くしたとこ
ろ、20 nm と 1,000 nm LxB による IL-1β産生が著しく減少した（図 8B）。従って、
20 nm と 1,000 nm LxB による IL-1β産生は、細胞外への K+流出が関わる NLRP3 イ
ンフラマソームの活性に依存的である事が示唆された。 
 




てみた。始めに、BMDM（3.0x104/チューブ）を LPS 10 ng/ml および様々な濃度の
LxB と共に 9 時間培養し IL-1βを測定した。その結果、20 nm LxB は 0.02%付近で
高い IL-1β産生能を示したが、高濃度領域ではその産生能は低下した（図 9A）。一 
図 6．LxB,LPS で刺激した BMDM の TNF-α産生








































































































































図 8．NLRP3-inflammasome 依存的な LxB による IL-1β産生誘導
A. NLRP3 KO および WT の BMDM (C57BL/6) を LPS（10 ng/ml）、LxB（0.02%）で 24 時間
刺激し、培養上清中の IL-1βおよび TNF-α を測定した。B．BMDM を KCl (75 mM）または







































































図 9．BMDM を常時混和させて培養したときの IL-1β産生と細胞死の評価
 A. BMDM（BALB/c, 3×104/ml）を 1.5 ml （100 μl/tube） マイクロチューブにて LPS およ
び LxB で刺激した。CO2 インキュベーター内で常時混和させた状態で、24 時間培養し、
上清中の IL-1βを測定した。
B. BMDM を 1,000 nm（0.06% ）または 20 nm（0.02% ）LxB で、LPS 存在下で 9 時間も
しくは 24 時間（左図）あるいは 1,000 nm（0.06% ）または 20 nm（0.02% ）LxB で、
LPS 存在下または非存在下で 9 時間（右図）常時混和状態で刺激し、上清中 IL-1βを測定
した。
C. BMDM を 1,000 nm（0.06% ）100 nm（0.02% ）または 20 nm（0.02% ）LxB で 9 時間































方、1,000 nm LxB は検討した濃度域では濃度依存的に IL-1βの産生が昂進された。 
ここで、LxB の細胞毒性および IL-1β産生量を勘案し、20 nm および 1,000 nm LxB
を 0.02％および 0.06％で使用するのが適当と考え、この条件で BMDM を刺激した
際の IL-1β産生量を培養 9 時間または 24 時間で比較した。その結果、9 時間と 24




時に検討したところ、両 LxB 間で差はなく、9 時間後も共に約 20％程度であった
（図 9C）。これらの結果から、以後の実験は 20 nm の LxB は 0.02％、1,000 nm の
LxB は 0.06％の濃度で用い、培養は 9 時間の攪拌培養とすることにした。 
 









で AO の細胞質への漏出が認められた（図 10 上段）。加えて、カテプシン B 蛍光
基質を用いたところ、20 nm LxB の場合に細胞質内にカテプシン B の酵素の活性を
認めた（図 10 中段）。しかし、1,000 nm LxB の場合には、エンドソーム内に若干の
カテプシン B の活性が確認されたのみであった。これらの結果より、20 nm LxB が
ライソソームの崩壊を誘導することが明らかになった。 
 
20 nm LxB によるカテプシン B 依存的 IL-1β産生誘導  
次に、20 nm LxB により漏出したカテプシン B の IL-1β産生への関与を検討した。
BMDM をカテプシン B 阻害剤（CA-074-Me）で前処理したところ、LPS および 20 
nm LxB 刺激による IL-1β産生が大きく減少した（図 11A）。しかし、1,000 nm LxB
での刺激による IL-1β産生は、カテプシン B 非依存的に IL-1β産生を誘導する ATP
による IL-1β産生と同様にカテプシン B 阻害剤の影響を受けなかった。 









None 1,000 nm 20 nm
図 10．BMDM に LxB を取り込ませた際のライソソームの破裂
BMDM をガラス底培養器上で前培養した後、LPS および LxB を加え、18 時間培養した。





















































図 11．BMDM の IL-1β産生におけるカテプシン B の関与
A. 常時混和状態で、BMDM をカテプシン B 阻害剤 (CA-074-Me) で 1 時間前処理した後、
LPS および LxB で 9 時間刺激した後に培養上清中の IL-1βを測定したた。* は P < 0.005 を **
は P < 0.003 を示す (t-test)。
B. カテプシン B、D KO マウスまたは WT の BMDM (C57BL/6) を常時混和状態で LPS およ








の BMDM では低下は全く認められなかった（図 11B）。なお、1,000 nm LxB によ
る IL-1β産生はどちらの KO マウスの BMDM でも WT に比較して低下することは
なかった。 
以上の結果より、20 nm LxB による IL-1βの産生はカテプシ B を介した細胞内経
路を利用していること、1,000 nm LxB による IL-1β産生はカテプシン B 非依存的で
あることが示された。 
 
20 nm LxB による IL-1β産生には ATP-P2X7R 経路が関与する  
傷害を受けた細胞から放出されるとされる細胞外の ATP は、DAMPs の一種で
あり、細胞膜受容体である P2X7 レセプターに結合する。その結果、K+チャンネル
を介して細胞内 K+の濃度を低下させ、NLRP3 を活性化することが知られている 
[35]。図 9C において、LxB によりある程度の細胞損傷が生じることから、IL-1β産
生への ATP-P2X7R 系の関与を検討した。 
先ず、細胞外の ATP を分解する ATPase のラテックスビーズアピラーゼの作用
を検討したところ、20 nm LxB による IL-1β産生のみ低下が認められた（図 12A）。
さらに、P2X7 レセプターKO マウス骨髄から作成した BMDM においても、 20 nm 
LxB による IL-1β産生のみが有意に低下した（図 12B）が、1,000 nm LxB で刺激し
たときの IL-1βの産生には変化は認められなかった。 
以上の結果から、20 nm LxB による IL-1β産生には ATP-P2X7 レセプター経路も
関与することが示唆された。 
 
1,000 nm LxB による BMDM の ROS 産生およびダメージを受けたミトコンド
リアの蓄積  
前述の様に、ファゴソームや傷害を受けたミトコンドリアが産生する ROS が





モニターできる Mitotracker-green および Mitotracker-deepred を用いて検討した。そ
の結果、LPS 単独では、僅かにミトコンドリアの膜電位が上昇したが、その体積・
量には変化は認められなかった。ところが、1,000 nm LxB を加えると、膜電位は僅







































図 12．BMDM の IL-1β産生における ATP、P2X7R の関与　
A．アピラーゼ（Apyrase）で 1 時間前処理した BMDM に LPS および LxB を加え、9 時間
培養した後、培養上清中の IL-1βの濃度を測定した。
B．P2X7R を欠損した BMDM と WT　(C57BL/6) の BMDM を前述の方法にて LPS および
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図 13．LxB 刺激後の BMDM の ROS の産生、ミトコンドリア体積・量およ
び膜電位の変化
A. BMDM（BALB/c）を LPS および LxB で 1時間刺激した後、さらに 10 μM の
DHR-123 とともに 20 分培養した。ROS の活性はフローサイトメトリーで解析した。
B．BMDM を LPS および LxB（左図）もしくは LxB のみ（右図）で刺激し、6 時間後に
Mitotracker green (25 nM) と Mitotracker deep red (20 nM) で染色し、フローサイトメトリー
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は、LPS 非存在下でも観察された （図 13B 右図）。これに対して、LPS の存否に
かかわらず 20 nm LxB の場合には、ミトコンドリアの体積・量および膜電位は共に
大幅に低下した（図 13B 左図）。一方、100 nm LxB では、LPS の有無にかかわらず
ミトコンドリアの体積・量は増加したが、膜電位は LPS 非存在下に比べて上昇す
ることはなかった（図 13B 右図）。 
したがって、20 nm LxB の刺激では強い傷害を受けたミトコンドリアが何らかの




1,000 nm LxB により誘導される ROS の IL-1β産生誘導  
ROS は 1.000 nm LxB によってのみ誘導されることから、この ROS の IL-1β産生
への関与を検討することにした（図 14）。この実験においては、ROS 産生を阻害す
る NADHP オキシダーゼ阻害剤 DPI（Diphenyliodonium）（図 14A）、および ROS ス
カベンジャーである NAC（N-acetylcysteine）（図 14B）と異なる作用の試薬を用い




その結果、両阻害剤は共に 1,000 nm LxB による IL-1βの産生を有意に低下させた。
これに対して、20 nm LxB 刺激においては、DPI では IL-1βの産生は変化しなかっ
たが、NAC 存在下では IL-1βの産生が調べたどの濃度の NAC によっても有意に増
加した。 
以上の結果より、1,000 nm LxB は BMDM の ROS 産生を介して IL-1βの産生に働
くことが示された。 
 
1,000 nm LxB による ROS 依存的な IL-1β産生に対する TBP-2 の関与  
TBP-2/TXNIP（Thioredoxin binding protein-2/Thioredoxin-interacting protein）は内
因性 ROS のレギュレーターであるチオレドキシン（Thioredoxin: TRX）の作用に対
して阻害作用をもつことが明らかなっている。また、一方で ROS の産生にともな
い TRX から遊離した TBP-2 タンパクは NLRP3 に直接作用し活性化する可能性が
あることが示唆されている [33]。そこで 1,000 nm LxB による ROS を介した IL-1β
産生における TBP-2 の関与を検討した。 

































図 14．BMDM の IL-1β産生における ROS の関与
A．BMDM（BALB/c）を LPS で 3 時間刺激した後に DPI で 1 時間処理し、LPS および
LxB を加え、さらに 9 時間培養した。
B．BMDM（BALB/c）を NAC（15 mM）で 1時間前処理し、LPS、および LxB を加え、





結果では、1,000 nm LxB による IL-1β産生に変化は認められなかった（図 15）。し
たがって、1,000 nm LxB の作用には TBP-2-NLRP3 系は関与しないものと考えられ
る。一方で 20 nm LxB の影響に従った IL-1βの産生は僅かながら有意な上昇を示し
た。ROS スカベンジャーNAC で前処理した場合でも、20 nm LxB による IL-1βの産
生上昇が認められたこと、TBP-2 が ROS の産生の負の調整因子であることから、
20 nm LxB によるカテプシン B を介した IL-1βの産生においては、わずかに産生さ
れる ROS が負の影響をもたらしている可能性が考えられる。 
 
1,000 nm LxB によるミトコンドリアの蓄積における Parkin の関与  






そこで、1,000 nm LxB 刺激時の IL-1βの産生量を WT と比較した。対照として
20および100 nm LxBを用いた。その結果、Parkin KO BMDMにおいて、1,000 nm LxB
刺激時においてのみ IL-1β産生が上昇したが、20 nm LxB では変化は無く、100 nm 






























図 15．BMDM の IL-1β産生における TBP-2 の関与
TBP-2 KO マウスまたは WT (C57BL/6) の BMDM を LPS および LxB で 9 時間刺激し、


























図 16．BMDM の IL-1β産生におけるパーキンの関与
パーキン（Parkin）欠損または WT　(C57BL/6) の BMDM を LPS、LPS および LxB で 9













ステインプロテアーゼがアポトーシスを抑制している Bid や Bcl-2 を切断すること
でアポトーシスの開始に関わっていることが示唆されている [42]。したがって、




生の場合は、カテプシン B 同様にカテプシン L も働くと報告されている [23]。カ
テプシンには重複する作用があると考えられ、今回、20 nm LxB による IL-1β産生
の場合も他のカテプシンファミリーが働いている可能性は排除できない。しかし、





上記の 20 nm LxB 刺激時のミトコンドリア体積・量の低下は、大規模なクリア
ランスが働いた結果と予想されるが、詳細を明確にすることはできなかった。しか
し、20 nm LxB が 1,000 nm LxB より強いミトコンドリア傷害を引き起こすことか
ら、これが引き金となり強力なオートファジー/ミトファジーが働いた可能性もあ
る。今回、電子顕微鏡像にて典型的なオートファジーの特徴とする 2 重膜構造をは









させた Mφでは、傷害を受けたミトコンドリアの蓄積、ミトコンドリアの ROS の
産生およびカスパーゼ-1 の活性が亢進されることも報告されている [44] 。これら
の報告は、オートファジー/ミトファジーは IL-1β産生において負に働いていること
を示唆しており、さらに 20 nm LxB の場合は大規模なミトコンドリアのクリアラン
スが ROS 依存的な IL-1β産生経路を遮断している可能性が考えられる。しかし一方
 33 
では、オートファジーにかかわるコンポーネント atg5 を欠損したマウス BMDM で




微細粒子に対する IL-1β産生に ROS が働くことについては多数の報告がある。
今回の研究においても 1,000 nm LxB における IL-1β産生に ROS が必要である事が
明らかになった。しかしながら、依然として不明な点もある。例えば、ROS 産生
の場として主にファゴソームとミトコンドリアが挙げられるが、1,000 nm LxB がど
ちらから ROS 産生を起こすのかが明確ではない。今回の実験も含め、ROS の機能
を検討する場合、ROS 自体を捕捉・不活化スカベンジする試薬もしくはファゴソ
ームとミトコンドリアで働く NADPH オキシダーゼの阻害剤（本研究ではそれぞれ
NAC および DPI）が多用されている。これらの阻害剤では、ROS 産生がファゴソ
ームとミトコンドリアのどちらに依存するのかを区別できない。しかしながら、フ
ァゴソーム NADPH オキシダーゼ（サイトクローム B）に特異的なサブユニット
gp91phox を欠失した BMDM においても、シリカおよび LPS 刺激下において IL-1β
産生に影響は無いことが報告されていることから[27]、この場合はミトコンドリア




とが知られている [31]。本研究における 1,000 nm LxB 刺激の場合も、障害（損傷）
を受けたミトコンドリアが蓄積していることが明らかである。私は、このミトコン
ドリアのクリアランスを検討するために、パーキンソン病関連遺伝子 Parkin を欠
損させた BMDM を用いた。Parkin は定常状態において、機能の低下した、すなわ
ち膜電位がわずかに低下したミトコンドリアを分解に導くユビキチンリガーゼで
ある。実験の結果、Parkin KO BMDM では、IL-1βの産生が昂進することを確かめ
た。Parkin 欠失によるミトコンドリアの一層の蓄積は確認できていないが、おそら
く、1,000 nm LxB では大量の弱く傷害を受けたミトコンドリアが同時に発生し、
Parkin 系では充分にクリアランス出来ないために、その蓄積とそれに続く ROS 産
生が起きるものと予想できる。 
ROS による IL-1β産生の経路としては TBP-2 の関与が報告されている [33]。し
かしながら、1,000 nm LxBの IL-1β産生の場合はROS依存的であるにもかかわらず、
TBP-2 の欠失は影響しなかった。TBP-2 以外で ROS と NLRP3 の活性化を繋ぐもの
 34 
としては酸化型 DNA（oxDNA）が挙げられる。この例では、傷害を受けたミトコ
ンドリアが産生する ROS が自身の DNA を酸化し、これがミトコンドリアから放












らかにした。しかし、依然として不明な点も多い。特に、1,000 および 100 nm LxB














	 LC3-GFP ノックインマウス、NLRP3 KO マウス、Parkin KO、TBP2 KO、P2X7 KO、
カテプシンB KOとカテプシンD KO マウス骨髄細胞をご提供してくださいました、
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